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ISOLEMENT DU VIRUS
DE LA FRISOLÉE DES CITRUS '`
(CRINKLY LEAF VIRUS)
1 . Note préliminaire .
par Danielle DAUTHY et J . M . BOVÉ
Service de Biochimie
Institut Français de Recherches Fruitiires Outre-mer ,
(Station de Physiologie végétale, C . ~V . R . A ., Versailles, S-et-O) .
INTRODUCTION
Récemment, nous avons réussi à obtenir pour la première fois une préparation partiel-
lement purifiée du virus de la Frisolée des Citrus en partant de Vigna sinensis inoculé
mécaniquement avec un broyat des feuilles de citronniers infectés (DAUTHY et BovÉ, 1963) .
Cette préparation, résultat de plusieurs cycles de centrifugation différentielle, se montrai t
infectieuse lorsqu'elle était inoculée mécaniquement à diverses espèces de Citrus ainsi qu' à
ligna sinensis . Cependant cette préparation ne nous avait pas permis d'observer la particul e
virale au microscope électronique .
En modifiant la technique de purification, nous venons maintenant d'observer de s
particules sphériques dans nos préparations infectieuses .
MATÉRIEL ET MÉTHODE S
Souches de virus .
Nous avons utilisé, pour ce travail, les souche s
suivantes de Frisolée (Crinkly leaf virus) :
- Souche californienne S1-A-65, de J . M . `VAL-
LACE, supposée pure ;
- Souche A . R . 33, trouvée en Corse (VOGEL et
BovÉ, 1963) ; l 'arbre dont elle provient est égalemen t
atteint de Psorose écailleuse, de Stubborn et d'Exo-
cortis ;
ainsi que la souche de Panachure infectieuse (Infec-
tious Variegation virus) floridienne de T . J . GRANT .
Ces souches ont été périodiquement repiquées sur
agrumes en inoculant par greffages des morceaux
d'écorce de plantes malades à des plants de semi s
(*) _Manuscrit reçu ic 20 avril 1964 .
sains . Elles ont été transmises à Vigna sinensis par
inoculation mécanique .
Matériel végétal .
1) Genre Citrus .
Les espèces suivantes du genre Citrus ont été
utilisées : l'oranger, Citrus sinensis (L .), Osbeck ,
variété ' Hamlin ' ; le citronnier Citrus limon (L . )
BuRM ., deux variétés « acide » : ` Eureka ' et ` Lis -
bonne ' et une variété « doux » ; la Lime vraie à petits
fruits, Citrus aurantifolia Sw . variété ' mexicaine '
et le bigaradier : Citrus aurantium (L .) .
Plusieurs plants de chaque espèce, sauf le bigaradier ,
ont été inoculés mécaniquement ou par greffage ave c
I
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Fig . Z . (Photos a b c )
- Filaments flexueux de 7 mi. de diamètre dans
des préparations provenant :
a, de feuilles d 'oranger ` Hamlin ' sain ;
b, de feuilles de lime mexicaine ' saine ;
c) de feuilles de bigaradier sain .
grossissement 3 du microscope électronique .
Tirage photographique : agrandissement 5/1 .
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l 'une ou l 'autre des souches de virus . Des plants no n
inoculés ont servi de témoin .
Pour les travaux d'isolement du virus, ont ét é
utilisées des feuilles jeunes et tendres manifestant de s
symptômes sévères de Frisolée ou de Panachure infec-
tieuse, suivant le cas . Des feuilles de même âge ,
prises sur des plantes saines, ont subi les même s
traitements .
2) Vigna sinensis .
La variété ` Blackeve ' a été utilisée . Les plantes
ont été inoculées mécaniquement au stade des deu x
feuilles cotvlédonaires avec du jus de feuilles de
citronnier manifestant des symptômes sévères d e
Panachure infectieuse .
Toutes les plantes utilisées dans ce travail ont ét é
cultivées en serre .
Des citronniers ` Eureka' et ` Lisbonne ', des oran-
gers Hamlin ', ainsi que des plants de Vigne sinensis ,
ont été utilisés pour les tests du pouvoir infectieux
des préparations obtenues .
Pour les inoculations d'agrumes, il convient d'u-
tiliser des feuilles jeunes, encore tendres, l ' inoculation
mécanique de feuilles trop cutinisées ne réussissan t
pas .
a
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Méthode d'isolement . fugeuse International, modèle HR-r, munie du ro -
tor 86o
Nous avons utilisé une méthode dérivée de cell e
de STEERL (1956) .
5 0 à 10o g de feuilles de citronnier, d'oranger, d e
Lime `mexicaine' ou de Pigna sinensis sont broyé s
pendant 1 à 2 mn dans un homogénéiseur Turmix ,
muni d'un bol de 1 1, avec un tampon phosphate d e
sodium o,02 M, pH 8,o, contenant 400 mg d'ascor-
bate de sodium pour fco ml . Deux ml de tampon à 1 ou
2° C ont été utilisés par gramme de feuilles à broyer.
Le brovat est pressé à la main à travers deux épais-
seurs de gaze ; le filtrat est émulsionné énergiquement
à 4° C pendant 30 mn avec deux volumes d'un mé-
lange butanol-chloroforme (1 v!1 v) au moyen d ' un
agitateur magnétique. La phase aqueuse est séparée
de la phase organique et de la phase solide par centri-
fugation à 1 00o g pendant 30 mn à 1° C puis elle
est laissée 15 à 16 h à la température du laboratoire .
Les opérations suivantes sont effectuées aux alen-
tours de o° C . La phase aqueuse est centrifugée à
S ooo g pendant 30 mn . Le surnageant obtenu, lim-
pide et d'une coloration jaune ambré, est soumis au x
centrifugations suivantes, en utilisant pour les grande s
vitesses une centrifugeuse Spinco modèle L munie d u
lotor 30 ou 40 et, pour les faibles vitesses, une centri-
c
Surnageant
30 000 rpm
15o m n
Surnageant éliminé <4.
Culot repris par l ' eau
3 000 rpm
15 m n
Culot éliminé <-
Surnageant
40 000 rpm
go mn
Surnageant éliminé <
Culot repris par l'eau
3 000 rpm
15 m n
Culot éliminé
Surnageant
40 000 rpm
90 m n
Surnageant éliminé <
repris par quelques mil -
lilitres d'eau
3 000 rpm
15 m n
Culot éliminé <-

4.
Surnageant fina l
Le surnageant final est divisé en deux fractions ;
l'une sert à l'inoculation des plantes-test pour déter-
miner le pouvoir infectieux, l'autre est destinée à
l'examen au microscope électronique .
Cette méthode a été appliquée à des feuilles
d'agrumes saines d'une part et manifestant des symp-
tômes de Frisolée d'autre part . Elle a également ét é
utilisée avec des feuilles de T'igna sinensis saines ,
d'une part et d'autre part atteintes de Panachur e
infectieuse, à la suite d'une inoculation mécaniqu e
de cette virose au moyen d'un broyat de feuilles d e
citronnier .
Microscope électronique .
La méthode à l'acide phosphotungstique a ét é
utilisée pour la préparation des échantillons sur u n
support Carbone . L 'examen a été réalisé au moyen
d'un microscope électronique RCA EMU 3 B .
Culo t
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RÉSULTATS
La méthode de purification au butanol-chloroform e
a été appliquée à des feuilles saines et à des feuille s
atteintes de Frisolée des espèces suivantes : Lime
` mexicaine ', Citronnier ` Lisbonne ', Oranger Ham -
lin ' . Des feuilles de bigaradiers sains ont également
été utilisées. Les préparations obtenues ont été
examinées au microscope électronique . Dans toute s
les préparations, qu'elles proviennent de feuilles saines
ou de feuilles virosées, on observe des filament s
flexueux dispersés ou groupés, d 'un diamètre d ' environ
7 mu (fig . i et 2) . Ces filaments représentent proba-
blement un constituant normal de l'espèce Citrus
.
Dans les préparations obtenues à partir des feuille s
virosées, on observe en outre la présence de parti-
cules sphériques, d 'un diamètre de 13-14 MU. et dont
le centre apparaît plus foncé sur les photographie s
(fig . 2 et 3) .
Fic . 2 .

Filaments flexueux de 7 mu de diamètre et particule s
sphériques de 13-14 mu. de diamètre dans une préparation provenan t
de feuilles de citronnier atteintes de Frisolée (souche AR 33» .
Grossissement 4 du microscope électronique . Tirage photographique :
agrandissement 5/1 .
Toutes les préparations qui, au microscope électro-
nique, ont révélé la présence de ces particules, s e
sont montrées infectieuses quand elles ont été ino-
culées mécaniquement à des Orangers Hamlin ', à
des Citronniers ` Lisbonne ' et à des plants de Vigna
sinensis (fig . 4 et 5) .
Des feuilles de T'igna sinensis présentant des symp-
tômes dus à la Panachure infectieuse ont égalemen t
été soumises à la méthode de purification précédente .
Les préparations obtenues renfermaient, elles aussi ,
des particules sphériques (*) et elles ont induit des
symptômes de Panachure infectieuse à des Citronnier s
` Lisbonne ' inoculés mécaniquement .
(*) Corbett vient de trouver que le virus de la Panachur e
infectieuse est constitué par des particules sphériques d e
33 m ;a de diamètre .
FIG . 3. - Particules sphériques de 13-14 Ml.L de diamètre dans
une préparation provenant de feuilles d ' oranger atteintes de Frisolée
(souche 81-A-65) .
Même grossissement et même agrandissement que pour la figure 1 .
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FIG . 5. - Éclaircissement de s
ner v ures dû à la Frisolée, su r
feuilles de Vigna sinensis inoculé
mécaniquement avec la prépara -
tion de la figure 3 .
DISCUSSIO N
Les filaments que nous avons observés, aussi bien
dans les préparations issues de feuilles d'agrume s
saines que dans celles provenant de feuilles atteinte s
de Frisolée, correspondent vraisemblablement à ceu x
décrits par SILVA et OLIVERA (1963) et par KITA-
JIMA et coll . (1963) . Ces filaments ont un diamètre
de 7 mp . Nous les avons trouvés dans les quatr e
espèces de Cftrzis que nous avons examinées : Citron -
nier, Oranger, Lime `mexicaine ' et Bigaradier . I l
semble que ces filaments constituent un composan t
normal des agrumes .
Jusqu'à présent, nous n'avons jamais observé les
particules sphériques de 13-14 mp. dans les prépara-
tions provenant de feuilles saines ; nous les avon s
toujours trouvées dans les préparations purifiées à
partir des feuilles d'agrumes atteintes de Frisolée .
Dans tous les cas, seules les préparations conte-
nant ces particules se sont révélées infectieuses .
Dans des expériences très récentes, nous avon s
soumis certaines préparations à descentrifugations en
gradient de saccharose (Corbett, 196o) . Avec les prépa-
rations issues des feuilles de Citronnier doux atteinte s
de Frisolée, nous avons observé dans le gradient de
saccharose une bande de 2 à 3 mm de hauteur, trè s
FIG . 4. - Premiers symptômes de Frisolée
sur feuille de citronnier inoculé mécanique -
ment avec la préparation de la figure 3 .
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riche en particules sphériques de 13 à 14 mp. (fig . 6) ;
nous n'avons pas pu détecter ces particules dan s
les autres zones du gradient . Cette bande n'étai t
pas présente dans les gradients correspondant au x
préparations effectuées à partir de feuilles de Citronnie r
doux sain . Cette bande, caractéristique des prépara-
tions réalisées à partir de feuilles atteintes de Fri-
solée, s'est montrée infectieuse sur Citronnier doux .
Il semble donc très vraisemblable que les parti -
cules sphériques de 13-14 mt, de diamètre soient res-
ponsables du pouvoir infectieux et qu'elles repré-
sentent le virus de la Frisolée .
Cependant, même les préparations dans lesquelle s
nous observons une très forte majorité de particule s
sphériques renferment encore des éléments étrangers .
Il est évidemment toujours possible de penser que l e
pouvoir infectieux puisse être associé à ces élément s
étrangers . Des expériences sont en cours pour réfute r
cet argument .
CONCLUSIO N
Il paraît très probable que les particules sphériques de 13-14 mit de diamètre représenten t
le virus de la Frisolée. Dans ce cas, il s'agit de l'un des virus végétaux les plus petits connu s
à ce jour .
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